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 ÿĵĻ'Ĭ9"&+Łň,)37 ()5 %CO2 ĥÞ'Ãŷ9)ÃÁ, DMEM
źThermo Fisher ScientificŻ* 10 % >MŇ×ŎĞźFBSŻźThermo Fisher 
ScientificŻ)20 mM  HEPES pH 7.5 *)74/*ĝ«9"3+9Ĭ"
EGFP-α-tubulin)EGFP-CENP-A)H2B-mCherry 9æÙĴ*ĳĪ9" HCT116 Ł
ň,çÕĵĻÏçü9&73+źśôþĳőŻ9Ĭ9"¿24 ',)çÕĵ
ĻÏçü7EGFP-CENP-A9æÙĴ*ĳĪ9"HeLaŁň 179Ĭ"H2B-PA
ź Photoactivatable Ż -GFP ( mKO2-CENP-A 9ĳĪ9" HeLa Łň,)
pIREShyg-PA-GFP-alpha TubulinźAddgene plasmid)#12296Ż9* PCR 9Ĭ
& PA-GFP cDNA 9ÅÚ9)çÕĵĻÏçü7 pIREShyg3-H2B iGU}.
Ô9"3+():ĵĻç+Ýĭ¯Æ46¡9&"#" mKO2-CENP-A
9Łň.Ô9Gz}^|H7('œ9"¡Œý.+¹Ś,)WnN|ī
ź2 mMŻ9 24 ùůŏŁň¼ý9 S ý*¹Ś9)ÃÁ' 3 ¾ĖĘ(' S ý
25ww}O9)11 ùůá*·ĹÎŸ*Ĭ9"ŦÊ+ť©ĳĪĿ,)WnN
 12 
|ī+ 12 ùů¦* FuGENE HDźPromegaŻ9Ĭ&·ĹŦÊ9Łň*Ô9
"/")¿ 24 ', S ý25+ww}O 10 ùůá* CENP-E ŰÐ§ź200 nMŻ
źGSK923295)Cayman ChemicalŻī9 1 ùůŏ$"á)ÃÁ' 3 ¾ĖĘ98
5* 1 ùů=|Eti}[9"á*ÀÍ9"¿ 27)28 ', S ý25+ww}O 10
ùůá* MG132ź20 µMŻźSigmaŻī9 1 ùůŏ$"á)ÃÁ' 3 ¾ĖĘ98
5* 2 ùů=|Eti}[9"á*ÀÍ9"/",)S ý25+ww}O 10 ùů







Abnova)H00011004-M01ŻWB 1 : 500 )é KIFC1źHSET)Sigma)WH0003833M1Ż
WB 1 : 2,000)é ZW10źCOSMO Bio)CBX00511ŻWB 1 : 2,000)é p150glued
źBD transduction)610473ŻWB 1 : 2,000)é CENP-E 1H12źAbcam)ab5093Ż
WB 1 : 2,000)é mycź9E10ŻIF 1 : 2,000)é GFPźRoche, 11814460001ŻIF 1 : 
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2,000)é α-tubulin B-5-1-2źSigma, T5168ŻIF 1 : 2,000/"+>KFlw
Gz}]xé9Ĭ9"é KidźCytoskeleton Inc)AKIN12ŻWB 1 : 2,000)
é KIF4AźBETHYL)A301-074AŻWB 1 : 2,000)é CENP-AźCell Signaling)
2186ŻIF 1 : 400)é GFPźLife Technologies)A11122ŻIF 1 : 2,000 +)
é actin I-19źSanta Cruz)sc-1616ŻWB 1 : 2,000 +sFlwGz}]xé9
Ĭ9"c[ĮĂ+auto-antiserum against centromeric antigenźACAŻIF 1 : 
30,000 ,):ĵĻç+Ýĭ¯Æ46¡9&"#"hvOn\*%&
,) GFP-MCAK-6HisźpYOY152; Addgene plasmid)#13987Ż)pEGFP-HSET,





MCAK)HSET)ZW10)p150)KIF4A)Kid)CENP-E ³- p53 *%&)
+ŧ£+ siRNAźsmall interfering RNAŻ9Ĭ9"  
MCAK : 5’-AAUUGGAGUUGGCAAAUGUCUGCCC-3’ ź Thermo Fisher 
ScientificŻ
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HSET : 5’- CAUGUCCCAGGGCUAUCAAAUTT-3’ źJ-BiosŻ 
ZW10 : 5’- UGAUCAAUGUGCUGU UCAAUU-3’ źJ-BiosŻ 
p150 : 5’- AACAGCACCAGAACGCAGUCAUGGU-3’ źThermo Fisher ScientificŻ 
KIF4A : 5’- GAAAGAUCCUGGCUCAAGATT-3’ źJ-BiosŻ 
Kid : 5’- AAGAUUGGAGCUACUCGUCGUUU-3’ źJ-BiosŻ 
CENP-E : 5’- CCACUAGAGUUGAAAGAUAUU-3’źJ-BiosŻ 
p53 : 5’-GAAAUUUGCGUGUGGAGUA-3’, 5’-GUGCAGCUGUGGGUUGAUU-3’, 
5’-GCAGUCAGAUCCUAGCGUC-3’, 5’-GGAGAAUAUUUCACCCUUC-3’ 
źSmartPool)DharmaconŻ
Mock ī+ siRNA *,)Stealth RNAi siRNA negative control med GC duplex #2
źThermo Fisher ScientificŻ9Ĭ9"WnN|ĝ« 12 ùů¦*)siRNA 50 nM	








}źĄĚĶÊÖĊŻ*ñĹ9"v=gQx=p}N|HŮÈ 30 ¡¦*)20 % FBS
³- 20 mM HEPES pH 7.0 9«" Leibovitz’s L-15 mediumźThermo Fisher 
ScientificŻ*ÃÁï9"v=gQx=p}N|H, 37 (*ĠÞ9Śľ9"Wr
|a}'ŏ$"į¶â,¿ 7)¿ 22)¿ 23)¿ 27 +Ŗą*1&, Z Š÷
º* 3 µm ¥0' 5 Ć9)2 ¡14*¶â9)¿ 18 +Ŗą',)Z Š÷º* 3 µm ¥
0' 4 Ć9)3 ¡14*¶â9"¿ 7)¿ 18)¿ 22)¿ 23)¿ 27 +Ŗą*Ĭ
"v=gQx=p}N|Hį,)Delta Vision softWoRxźApplied PrecisionŻ
*4$&¤ã88")Bw|bOIX-71 ļŶäŬźOlympusŻ9Ĭ&¶â9"
y|P, 20x 0.75 NA UPlan SApochromat ÑĨy|POlympus	9Ĭ"Ŗą
į, Delta Vision softWoRx9Ĭ&ûÇŢÞèàē*47hzN?GMu|
ī9ŏ$"3+9Ĭ9"/"fA[;GWi}Mu|*47Ŗą*,)
H2B-PA-GFP(mKO2-CENP-A 9æÙĴ*ĳĪ9" HeLa Łň9DvOk[oZ
<XMtźMatTekŻ*ñĹ9)Ř(¹ċ*ÃÁï9"LASX 1.8 DMI6000B
źLeicaŻ'¤ã88" TCS SP8 ŶäŬźLeicaŻ' HC PL APO 63x/1.40 OilÑĨ









Łň9Ca}HvO'Ãŷ9)ÏĠ' 1 ¡ů)0.1 % Triton »ü PHEMŅŐĜ
pH 7.0ź60 mM PIPES)25 mM HEPES)10 mM EGTA)2 mM MgCl2Ż9Ĭ&
Łňŉ+ţťī9ŏ)$"á)-20 (+pU`}x' 5 ¡ůÀÍ9"ÏĠ' 30
¡ů)0.01 % Triton X-100 »ü phosphate buffered salineźPBS : 137 mM NaCl)
2.7 mM KCl)10 mM Na2HPO4)1.8 mM KH2PO4  pH 7.4Ż'ØŪ9" 3 %>MŎ
Ğ;xgn|źBSA : bovine serum albuminŻźWakoŻ9Ĭ&gzXE|Hī
99"á)4 (' 12 ùů)~Ďé´å9ŏ$"0.01 % Triton X-100 »ü
PBS ' 3 ¾Ėę9)Ďé´å, 2000 ØŪ9" Alexa-Fluor-488 ³- 568 +ō
ŊŀŃ¸9" IgG éźThermo Fisher ScientificŻ9Ĭ& DAPI (*ÏĠ
' 1 ùůŏ$"é´å, 0.01 % Triton X-100 ( 1 % BSA 9»1 PBS 'ŏ$
"0.01 % Triton X-100 »ü PBS ' 3 ¾Ėęá)Dako fluorescence mounting 
mediumźDAKOŻ9Ĭ&Ov=\HvO.Ò9"¿ 24a +Łň,
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EGFP-CENP-A 9æÙĴ*ĳĪ9" HeLa Łň9Ĭ&)1%HxUx;xZc\
PHEM ŅŐĜ' 37(' 10 ¡ůÀÍ9)10 ¡ů 0.1 g/ml NaBH4 »ü PHEM ŅŐ
Ĝ'é±+Ŝė­9ŏ$"  +á)Ř(¹ċ*é´åī9ŏÒ9"
&+į,)Delta Vision softWoRx źApplied PrecisionŻ'¤ã88")Bw|
bOIX-71ļŶäŬźOlympusŻ9Ĭ&į9¶â9"¿16c )24a ',)
100x 1.40 NA Plan Apochromat ĒěÑĨy|PźOlympusŻ9Ĭ&)Z Š÷º*
0.2 µm ¥0*į9¶â9"¿4a)6b)8a)9a)13a)14a)15a)16b)17a)
19a)20a)',)Z Š÷º* 1 µm ¥0*į9¶â9"¶â9"į, Delta Vision 
softWoRx *47ZJ|kwt}Mu|ī9ŏ)Delta Vision softWoRx /",
Fiji20*46ûÇŢÞèàē*47hzN?GMu|ī9ŏ$"¿24a +¢6ê
4į,)Z Šį+ 5-7 Ć9 Fiji 9Ĭ&hzN?GMu|ī9ŏ$"į,




Łň9 TEN-Nź1 % NP-40)100 mM NaCl) 10 mM Tris-HCl pH 7.5) 1 mM 
EDTAŻ'ģŖ9)U|bGŝĥÞ9 Bio-Lad Protein assay kitźBio-RadŻ9Ĭ
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&ġÍ9"ì 9"U|bGŝ, 4x NuPAGE LDS sample bufferźThermo Fisher 
ScientificŻ' 10 ¡ů)«ħī9ŏ$"U|bGŝ9 NuPAGE Bis-Tris precast 
gel 4-12 %źThermo Fisher ScientificŻ9Ĭ&¡į9)polyvinylidene difluoridep
|gy|źAmersham Hybond-P)GE HealthcareŻ.ş9"3 %OEonxG
źŴ°pHnxGŻ9Ĭ& 30 ¡ůgzXE|Hī9ŏ)3 %OEonxG'
ØŪ9"é9Ĭ& 4 (' 12 ùů)~Ďé´å9ŏ$"~Ďé´åá)
TTBSź3 M NaCl)2 % Tween20)0.5 M TrisHCl pH 7.5Ż9 20 ØŪ9"3+'
ěţĖę9 10 ¡ů 5 ¾ŏ)Ďé*, 3000 ØŪ9"Ŕĕ{KdjxBEM
V}Rvix88"éźSanta Cruz BiotechnologyŻ9ĬÏĠ 1 ùů´å8
"´åá~Ďéá(¹ċ*Ėę9ŏ$"Ėęá)Amersham ECL Prime 
Western Blotting Detection Reagent źGE HealthcareŻ9ÏĠ 2 ¡ů´å8)
FUJI MEDICAL X-RAY FILM Super RXźFUJIFILMŻ9Ĭ&MH]x+ĉ 9




HCT116 Łň. p53 siRNA 9[v|Of?GMu|9)6 ùůá* 0.2 µMK=[
 19 
CvM| D 9ĝ9"ÃÁ*ï9"á)16 ùůÃŷ9"ÃÁ' 3 ¾Ėę9Ō§
9ĖĘ9)ö9ÃÁ*ï9 24 ùůÃŷ9" 14Łň9űİØŪē*46®~
Łň*¡ų9)Ãŷ7('®ŁňGz}|9â"â"Gz}|, FACS *46
Łň~%"6+ DNA »üū9hzeN>o=BV=\źPI)SigmaŻ+ŢÞ*4
6ġÍ9)þī+ HCT116 Łň+ G2/M ý*"7 DNA ū+e}Gź4nŻ+
*)ûÇe}G9ķ9"Gz}|9½(9"/")¿18 ',œ9"½
Łň. H2B-mCherry 9Ô9Gz}^|H9"3+9Ĭ9" 

FACS *47 DNA »üū+Íū

HCT116 Łň³-½Łň9 PBS ' 2 ¾Ėę9)70 %@U`}xź-20 (Ż9
òí9)5« 4 (' 2 ùůÀÍ9"ÀÍá)PBS ' 2 ¾Ėę9 0.25 mgmL 
RNaseźSigmaŻ9« 37 (' 1 ùůī9"ćŊŊŀ'7 PI 9ûłĥÞ 50 
µgmL *)74/*«)4 (' 30 ¡ůúç*&ī9"K|hx9 40 µm ]
=z|f<xU}_X[źøÿī­ÌčĈŻ*Ť9& 8!8+Łň+ PI +ŢÞ9
Cytomics FC500 źBECKMAN COULTERŻ9Ĭ&ġÍ9"PI +ŢÞ+ĉ *
,)488 nm +y}L}'¬Ş9 617 nm +a|\bOf<xU}'7 FL3 9Ĭ
 20 






·Ĺ siRNA Ô 48 ùůá+Łň* 2 µM`JUT}x9ĝ«9)6 ùůá*Z<
XMt*ĨīĴ*¡Œý+Łň¨87ĸÞ+Őð9&¡Œý+Łň9¾µ
9"¾µ9"Łň, 5 ū+ŋıđ9«ÏĠ 5 ¡ů)ßī9ŏ$"á)Cx
`;ĜźpU`}x: Ũũ3 : 1Ż'ÀÍ9"ÀÍ9"Łň9@U`}x'Ģ5
"Ov=\HvO*Ĥ9);xJ}xv|h'@U`}x9ŋĳ8"á)DAPI
'ćŊ9 Dako fluorescence mounting medium 'Ò9"CellSens Dimension
źOlympusŻ*46¤ã88" IX73 ļŶäŬźOlympusŻ' 100x 1.40 NA Plan 








85+ĉÍ*, R-StudioźRStudio Teamź2015Ż . RStudio : Integrated 
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%$ĐŞ=ŲƃƔą±.Ɓ-êĴ=ü!#(9 1, 21, 22oąEYKl-10 ^?
cin(Þ9GkfEYKl Kid *ĐŞŗƅ(Ý¿ĐŞ=ŇƉĔ7Ƅ









Å¡9%Ĉ7(:Ɯ¾ 4a, bƝ¡#ĐŞă 46 Č%ÐÒĲ'\
UěãňŔđ$
9\UōśŞņpĳňŔ) RPE-1 ňŔ((#4 Kid =ıĪú


















ų:9­ŕñŒ7:9$÷*4 ľƘ)ŢċEYKl MCAK 
KIF2C	HSET KIFC1	KIF4AKid KIF22	%QAXlƌžÎ Zw10 «,
p150Glued )ıĪúĐŞĄ)ƀæ=çųì9)=Ű/ 
MCAK *EYKl-13 ^?cin(ÞîÛŃŖƇ¯Ģñ=4"Ɯ¾ 5cƝ27î
ÛŃ)QAWcGM=í9%(68ě(EYUI@-îÛŃŊ¯)èö(Ö
s#8 28ŇƉîÛŃ)Ɗ4Űń#(9 29HSET *EYKl-14 ^?c
in(ÞîÛŃ)bAWMŁą±.£îÛŃ°Ç=GkMilGMhA
V9%(68ŇƉîÛŃ)Ɗ5ŇƉ)xĔñ)Ōý(Ös#(9
Ɯ¾ 5bƝ30, 31KIF4A *EYKl-4 ^?cin(ÞKid %°ĐŞŗƅ(
Ý¿9GkfEYKl$
9v(ĐŞ)Ɛ(Ęŕ#(9%ķ7:#
(9 26, 32 îÛŃƊ)í=z#ĐŞ)ŲƃƔ.)Ɛ¯(4Ös#(9



























 :1$(MCAKHSETKIF4AKid «, ZW10 =ıĪú9%$Đ
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ƜRPE-1 ňŔHF19 ňŔWI-38 ňŔMRC-5 ňŔƝ%>ňŔđƜHeLa ňŔ






























bƝJAUChKl D $ HCT116 ňŔ=īňŔűŢ)ËĂ=Ůı9%









































Ŕ)ĞŶ$*Mock ī«, Kid ıĪúī¬ą)ĐŞƆįã=çų
ňŔ((#Ţċuċ)ĉƋƊ!Ɯ¾ 22 àƓ%Ų)ĞŶƝ) 
Ŋď68ĐŞƆįã=ĻňŔ$*ĐŞĄ)ƀæçų:#(9
%<!1Ţċuċ)ĉƋ=ĞŶ9%Mock ī$*ĐŞ
Ɔįã=çųňŔ$*Ċó(ĉƋĸ'!#(Ɯ¾ 22 ®Mock Ɠ%
Ų)ĞŶƝoąKid ıĪúňŔ*Ɔįã)Ċħ(69Ţċuċ)ĉƋ(Ċ
ó'á*'!Ɯ¾ 22 ®Kid si Ɠ%Ų)ĞŶƝŢċuċ)ĉƋ=Ēśß
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 Kid ıĪúňŔ$4 Mock īňŔ(Ğ/Ċó(æƊ#(Ɯ¾ 27 àƝo
ąŢċuċ)ĉƋ("(#*KidıĪúňŔ$*Mockī(Ğ/Ţċ























































































































Kid $ CENP-E )­"ĢƄĒ '
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（a）実際の染色体分配の様子を示した写真。H2B-mCherry（赤 : 染色体）、EGFP-α-Tubulin（緑 : 微小管）、EGFP-CENP-A（緑 : キネトコア）を恒常的に発現したHeLa 細胞での染色体分配。（b）分裂期の各段階を示した図。核膜崩壊後、染色体は微小管上を伝い赤道面へ運ばれていく。その後、赤道面へ整列し、それぞれの紡錘体極の方向へ別れていく。（c）キネトコア -微小管結合の繋ぎ換えを示した図。染色体はダイニンや CENP-E とキネトコアを介して微小管と結合し、また染色体腕部には Kid が結合し、赤道面へ運ばれた後に、双方向性結合を形成する。
a
b





双方向性結合 メロテリック結合 シンテリック結合 モノテリック結合
図 2）キネトコア -微小管の結合様式







































































































































































































































H2B-mCherry、EGFP-CENP-A、EGFP-α-Tubulin を恒常的に発現するHCT116 細胞に対して、図 6と同様に siRNA 処理を行い、ライブセルイメージングを行った。核膜崩壊から全てのH2B-mCherry シグナルが赤道面に並ぶまでの時間を測定した。それぞれ 50 細胞ずつ解析に用いた。バーは平均を示した。***P<0.0001（Mann-WhitneyU 検定）









































（a）モーター分子及び関連タンパク質を発現抑制したHCT116 細胞での染色体分配異常。HCT116細胞に図6と同様にsiRNA処理を行いDAPIによりDNAを染色した。分裂期後期・終期の細胞を示した。白い矢印は分配異常の表現型を呈した染色体を示した。スケールバー：5μm（b）モーター分子及び関連タンパク質を発現抑制したHCT116 細胞での染色体分配異常の割合。aと同様に処理した細胞について染色体分配異常を呈した細胞の割合を定量した。それぞれ 200 細胞ずつ解析に用い、3回の実験から平均値を算出した。エラーバーは標準偏差を示した *P<0.05（Student-T 検定）
micronuclei













































































































































































































過剰発現なし EGFP、GFP-MCAK、GFP-HSET、myc-Kid をそれぞれ過剰発現したHCT116 細胞からタンパク質を抽出し、図示した抗体を用いてウェスタンブロッティングを行った。
(kDa)










































（a）モーター分子を過剰発現したHCT116 細胞の染色体整列。図 12 で示したモーター分子を過剰発現したHCT116 細胞を、蛍光免疫染色法により緑：抗GFP またはmyc によるそれぞれのタグの染色、赤：抗 ACA抗体によるセントロメアの染色、青：DAPI による染色体の染色を示した。スケールバー：5μm（b）モーター分子を過剰発現したHCT116 細胞での染色体整列異常を呈した細胞の割合。aと同様に処理した細胞について染色体整列異常を呈した細胞の割合を定量した。それぞれ 50 細胞ずつ解析に用い、3回の実験より平均値を算出した。エラーバーは標準偏差を示し、n.s. は有意差がないことを示した。（Student-T 検定）









































（a）モーター分子を過剰発現したHCT116 細胞での染色体分配異常。図 12 で示したモーター分子を過剰発現したHCT116 細胞を用いて、DAPI により DNAを染色した。分裂期後期・終期の細胞を示した。白い矢印は分配異常の表現型を呈した染色体を示した。スケールバー：5μm（b）モーター分子を過剰発現したHCT116 細胞での染色体分配異常の割合。aと同様に処理した細胞について染色体分配異常を呈した細胞の割合を定量した。それぞれ 100 細胞ずつ解析に用い、3回の実験より平均値を算出した。エラーバーは標準偏差を示した。*P<0.05（Student-T 検定）
micronuclei































































































































































































































































































































































Mock Kid si Mock Kid si
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（a）整列している染色体と整列していない染色体のキネトコア -微小管結合。緑：EGFP-CENP-A を恒常的に発現したHeLa 細胞を、蛍光免疫染色法により赤：抗α-Tub により染色した。拡大領域は黄色い四角で囲んだ領域を示した。スケールバー：5μm（b）整列している染色体と整列していない染色体のキネトコア -微小管結合の状態の割合。aと同様に処理した細胞について、双方向性結合とメロテリック結合の割合を定量した。整列した染色体（上段：7細胞より 102 キネトコアを解析に使用）整列していない染色体（下段：22 細胞より 82 キネトコアを解析に使用）を解析した。
b c
0 min 8 min 17 min 21 min




















































24h 12h 24h 10h
図 26）MG132 と proTAME を用いた実験のタイムコース
























































Mock Kid si Mock Kid si
proTAME
(3μM)
Mock Kid si Mock Kid si
図 27）proTAME 処理を行うと分裂期中期の長さが延長する















































































図 28）MG132 または proTAME 処理により染色体分配異常の頻度は回復する
（a）MG132 または proTAME で薬剤処理を行った時の Kid 発現抑制HCT116 細胞での染色体分配異常の割合。図26に示したタイムコースで図示したsiRNA処理及び、薬剤処理を行った。それぞれ 200 細胞ずつ解析に用い、3回の実験から平均値を算出した。エラーバーは標準偏差を示した。*P<0.05、**P<0.005（Student-T 検定）（b）MG132 または proTAME で薬剤処理を行った時の Kid 発現抑制HCT116 細胞での微小核の割合。aと同様に処理した細胞について微小核を持つ細胞の割合を定量した。それぞれ 1000 細胞ずつ解析に用い、3回の実験から平均値を算出した。エラーバーは標準偏差を示した。*P<0.05（Student-T 検定）
メロテリック結合 分配異常の染色体
微小核
遅れて並ぶ染色体
図 29）染色体整列の効率性の低下と染色体不安定性の関係図
遅れて整列した染色体では誤ったキネトコア -微小管結合のメロテリック結合が形成されやすく、それらは分配異常の染色体となる。この染色体は間期において微小核を形成する。
